
Document AN2 
Appl.No. 09/350,401 



¥>|^ WEL70RGANISAT10N FOR GEIST1GES EIGENTUM 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCI) 



(51) Internationale Pitcntklassiniuittoa ^ : 
GOIN 33/68, 33/564, C07K 7/04 



Al 



(11) Intmationale VcroffentlicboncsaBi 

(43) Intenationales 

VerafiieBtliclifin^dataun : 



■er: WO 94/11738 



26. Mai 1994(26.05.94) 



(21) Internationales Aktenzeicfaeo: 

(22) loternationales Anmeldedatnm 



PCT/EP93/03I75 
12. November 1993 (1ZIL93) 



(30) Priorititsdatea: 
P42 38 416.8 



13. November 1992 (13.1 1.92) DE 



(71) Amneldcr (fhr alle BestbnmungssiaaWn ausser US): MAX* 

PLANCK-GESELLSCHAFT 2UR FORDERUNG 
DER WISSENSCHAFTEN EV. [DE/DEJ; D-Bcrlin 
(DE). 

(72) £rfiiider;nid 

(75) Erfinder/Anmelder (nurJUr US) : ROTZSCHKE, Olaf IDE/ 
USl; FALK. Kirstcn [DEAJSJ; Unooin Parkway 42. 
Apartment 2, Sonuncrville, MA 02143 (US). STEVANO- 
ViC, Stefan JDE/DEI; Luiscnstrassc 47, D-68723 Plank- 
stadt (DE). JUNG, Gflntber {DE/DEJ; Ob dcr Grafen- 
halde 5, D-72076 TQbingen (DE). RAMMENSEE, 
Hans-Gcorg [DE/DEj; Sommerhalde 3, D-72070 TQbin- 
gen (DE). 



(74)ABmllte: WEICKMANN, H. usw. ; Kopemikusstrasse 9, 
D-81679 Mfinchcn (DE). 



(81>Bestfmmttag$$taatett: AT, AU. BE, BG, BR, BV, CA, CH, 
CZ, DE, DK, ES, n, GB. HU, JP. KP. KR, KZ, LK, 
LU, MG, MN, MW, NL. NO, NZ, PL, FT, RO, RU, 
SD, SE, SK, UA, US, VN, curcpflisches Patent (AT. BE, 
CH. DE. DK, ES. FR. GB, GR. IE. IT. LU, MC, NL, 
FT, SE). OAPI Patent (BF, BJ. CF. CG, CI. CM, GA. 
GN. ML, MR, NE, SN, TD, TG). 



VeiWaitlicfat 

Mii intemationafem RKherAmbendit 
Vor Ablauf der fir Andemngen der AnsprQche zugelasse- 
nen Frist Verdffentlkhung wird wiederholt fails Anderun- 
gen dntrtfferL 



(54) Title: DETERMINATION OF PEPTIDE MOTIFS ON MHC MOLECULES 
(54)Bezelchauns: BESHMMUNG VON PEPTIDMOTIVEN AUF MHC-MOLEKOlEN 
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A process is disclosed for determining allele-specific peptide motifs on molecules of the major histooompatibtlity complex 
(MHC) of classes (I) and (II). as welt as the peptide motifs obtained by this process. Also disclosed is the used of said peptide 
motifs for preparing a diagnostic or therapeutical agent 
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(57) ZosaffinenfassDog 



Die vodiegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Bestimmung von allelspezinschen Peptidmotiven auf MolekHlen des 
Major Histocompatibility Complex (MHC) der Klassen (I) und (II) sowie die dutch das erfindungsgemftBe Verfahren erfafthli- 
chen Peptidmotive: Wetterhin wird die Verwendang der erfiodungsgemfiSen Peptidmotive zur Herstelliuig etnes diagnostiscben 
Oder therapeutischen Mittels offenbart 
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Bestimmung von Peptidmotiven auf MHC-Moleklilen 

Beechreibung 

Die vorliegende Erfindung betrlf ft ein Verfahren zur Beetim- 
siung von Peptidmotiven bzw. -epitopen auf Molek&len des Major 
Bistocompatibility Complex (MHC) eowie die dadarch bestimmten 
Peptidmotive und ihre Verwendung zur Herstellung eines dia- 
gnostischen oder therapeutischen Hittels. 

Die cytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) erkennen antigene Pep- 
tidepitope in Verbindung mit MHC-kodierten Molekulen. Dieses 
Phanomen wird als MHC-Restriktion bezeichnet (1-5). Die Kri- 
stallographie von menschlichen MHC Klasse I-Molekulen, HZJl-2 
und Aw68, ergab einen Spalt, der durch die £rl* und a2*-Dom&n n 
der schweren Ketten gebildet wird (3/6)* Han nisant an, daB 
dieser Spalt die Bindestelle fur antigene Peptidepitope ist, 
da beide Kristalle Strukturen von PeptidgroBe enthielten, die 
nicht mit HBC-Sequenzen kompatibel waren und sich an diesem 
Spalt befanden (6)* 

£6 wird angenommen, daB diese Peptide von intrazellularen 
Proteinen stammen und an der Zelloberflache prasentiert war- 
den, urn den cytotoxischen T-Lymphozyten zu erlauben, die 
Zellen auf abnormale Eigenschaften zu testen, Es wurden be- 
reits MHC-assoziierte Peptide, die T-Zellepitope reprasentie- 
ren, aus normalen oder virusinfizierten Zellen extrahiert 
(2,4,5,7,8). Auf entsprechende Weise konnen auch Antigene, 
die dut-ch die MHC Klasse II restringierten T-Zellen erkannt 
werden, durch kunstliche Peptide nachgeahmt werden (9), und 
MHC-assoziierte antigene Peptide wurden von MHC Klasse II- 
Molekulen eluiert ( 10 ) . Auf grund ihrer Position in der Mitte 
von trimolekularen Komplexen, die aus T-Zellrezeptor , Peptid 
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und MHC-Molektil bestehen {11) $ sind die T-Zellepitope ein 
zentraler Funkt des epezifischen Isonunsystems und sosiit be- 
steht ein groBes BedUrfnis nach dem Verstandnis der Gesetz- 
mSBigkeiten ihres Auftretens sowie nach einem Bestiinznungsver 
fahren (12-15) • 

Die erf indungsgemaBe Aufgabe wird gelfist durch ein Verfahren 
zur Bestimmung von allelspezif ischen Peptidmot^iven auf Mole- 
kiilen des Major Bistocoinpatibility Complex (MBC) der Klassen 
I Oder II, wobei man 

(a) durch Auf schluB von Zellen, die MHC-Molekiile enthalten, 
einen Zellextrakt erzeugt^ 

(b) MHC-Molekule mit den darauf befindlichen Peptidmiechun- 
gen durch Immunprazipitation aus dem Zellextrakt ab- 
trennt, 

(c) die Peptidmiscbungen von MHC-Molekttlen und sonstigen 
Pr ot e inbe st andt e ilen abtr ennt , 

(d) einzelne Peptide oder/und ein Gemisch davon sequenziert 
und 

(e) aus den erhaltenen Informationeur inffbesondere aus der 
Sequenz'ierung eines Gemisches, oder aus der Seguenzie*- 
rung einer Reihe von Einzelpeptiden, das allelspezif i- 
sche Peptidmotiv ableitet, 

welches dadurch gekennzeichnet ist, daB man Peptidmotive auf 
Molekulen bestixnmt, die aus der Gruppe, bestehend aus ELA-Al 
HLA-A3, BLA-All^ BLA-A24, HLA-A31, HLA-A33^ HLA-B7r HLA-B8, 
HLA-B*2702/ HIA-B*350i, HLA-B*3503, HLA-.B37, HLA~B38, HLA- 
B*390l, HLA-B*3902, HLA-B*5101, HLA-B*5102^ HIA-B*5103, HLA- 
B*5201, HLA-B58^ HLA-B60, HLA-B61^ BLA-B62, HIA-B78^ HLA- 
Cw*0301, HLA«Cw*0401, HLA-Cw*0602, BLA-Cw*0702, HLA-Cw4 , HLA- 
Cw6, HLA-Cw7, HIA-DRB1*0101^ DRB1*1201, BLA-DR4wl4, HLA- 
DR17, HLA-DRW52, HLA-DPw2, BLA-DPB1*0401, BIA-DQB1*0301^ HLA- 
DOwl, BLA-DRl, HLA-DR3 und HLA-DR5 ausgewahlt sind. 
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Durch das erf indungsgemaBe V rfahren warden P ptidmotive 
bestisont, velche di GesetzmaBigkeiten beinhalt n, nach denen 
MHC-Molekule Peptide auswahlen und prasentieren. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann sowohl mit MHC-Molekaien 
der Klasee I ale auch mit MHC-Molekulen der Klasse II durch- 
gefuhrt werden, wobei MHC-Holek&le der Klasse I bevorzugt 
sind. Die Peptidmotive HLA-A/ HLA-B und HIA-C sind Liganden 
fUr MHC-Nolekiile der Klasse I, Die Peptidmotive BIA-DR, HLA- 
DQ und HLA-DP sind Liganden fiir MHC-Molekiile der Klasse II. 

Bel der Immunprazipitation der MBC-Molekule durch das erfin- 
dungsgemHBe Verfahren verden gunstigerveise Antikorper ver- 
wendet, die fttr die jeveils gexiriinschten MHC-Nolekule spezi- 
nisch sind* Zur Bestimmung von H-2K^* oder H-2D'' -Molekiilen 
werden beispielsweise K^' -spezif ische Antik5rper (25) oder D^- 
spezifische AntikSrper (26) vervendet. Vorzugsweise verwendet 
man monoklonale AntikSrper, es ist jedoch auch die Vervendung 
eines entsprechend gereinigten polyklonalen Antiserums mog- 
lich. Antikorper, die erf indungsgemMB verwendet werden k5n- 
nen, konnen mittels dem Fachmann gut bekannten Standardtech- 
niken de novo hergestellt werden, Beispiele von Antikorpem, 
die in der Erfindung verwendet werden konnen, schlieBen alle 
Antik&rper gegen ELA-Antigene , die in dem "Catalogue of Cell 
Lines and Hydridomas*" des ATCC (American Type Culture 
Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852) cr- 
wahnt sind, mit ein, ohne sich jedoch darauf zu beschr&nken, 
Bevorzugte Beispiele (in der ATCC-Nomenklatur ) schlieBen 
fiB82, 117, 166, 54, 122, 164, 95, 120, 116, 118, 94, 152, 
178, 56, 115, 157, 119, 59, 105, 165, 144, 180, 103, 110, 
109, 151 und 104 mit ein. Alle in dem Katalog erwahnten Anti- 
korper gegen Haus-H- 2 -Antigone kSnnen ebenso in der Erfindung 
verwendet werden* Besonders bevorzugt erfolgt die Immunprazi- 
pitation durch Festphasen-gebundene Antikorper. Festphasen- 
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gebundene Antikorp r lassen sich auf eine dem Pachmann be- 
kannte Heise herstellen, z.B. durch Kopplung des Antikorpers 
an Bromcyan-aktlvierte Sepharose 4B (Pheormacia LKB)* Andere 
Beispiele von Festphasen^ an die Antikorper zur erfindungege- 
siaBen Vervendung gebunden werden konnenf schlieBen Agarose^ 
Cellulose, Sephadex, Protein-»A-Sepharo8e und Protein-G-Sepha- 
rose jnit ein, ohne sich darauf zu beschr&nken* Das bevorzugte; 
Verf ahren der Insaunpr^zipitation stellt Adsorption8**chromato- 
graphie mitt els Antikorper, die an aus Cyanogenbromid-akti- 
vlerter Sepharose 46 (siehe Beispiel 1) hergestellten 
Kugelchen gekuppelt sind, dar. 

Die Abtrennung der zu bestisimenden Peptidmischungen von NEC- 
Molekiilen und sonstigen Proteinbestandteilen erf olgt giinsti- 
gerweise durch ein chroxna1;ographi8che8 Verf ahren, vorzugswei- 
se fiber Reversed Phase-BPLC* Dabei hat es sich als giinstig 
erviesen, daB die Abtrennung in einem Trifluoressigsaure/SjO* 
Trif luoressigsaure/Acetonitril-Gradienten erf olgt. Andere 
Verf ahren, die erf indi^ngsgemSB zur Abtrennung von Peptidxai~ 
schungen von MHC-Molekiilen verwendet werden k&nnen, schlieBen 
lonenaustausch, Gelfiltration, Elektrofokussierung, High 
Performance Capillar , Elektrophor^se (HPCE) und Gelelektropho- 
rese stit ein, sind jedoch nicht darauf beschankt. Ein anderes 
Mittel zur DurchfUhrung der Trennung stellt Ultrafiltration 
dar, wobei eine Membran mit einer Penneabilit&t von 3000 oder 
5000 Oder 10000 Da verwendet wird. Bevorzugt wird die Tren-- 
nung mittel 8 :BPLC}.durchgeffihrt^ 



Bei der chromatographisehen Auf trennung der Peptidgemische 
Jcann man in manchen Fallen eine einzige Peptidspezies isolie- 
ren. Somit besteht Schritt^(d) des erfindungsgemSBen Verf ah- 
rens entweder in der Sequenzierung eines Peptidgemisches, 
wodurch eine Konsensussequenz fiir die auf dem jeweiligen MHC- 
Molekul befindlichen.P ptidmotiye bestimmt werden kann, 
oder/und in der S guenzierung ..eines definierten Peptids. 
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Als Ausgangsmaterial fur die Bestiiranung von Peptidmotiven 
konnen non&ale Zellen, Tumorzellen, als auch durch Viren oder 
sonstige Erreger infizicrte Zellen sowie in vitro kultiviert 
Zellen des Menschen oder von Tieren verwendet werden. Nonoale 
Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kSnnen, 
schlieBen frische Zellen, wie 2.B. periphere Blutlymphozyten, 
Zellen der Milz, der Lunge, des Thymus oder Zellen von ein m 
anderen Gevebe, das MHC-Molekiile exprisdert mit ein, sind 
jedoch nicht darauf beschrankt* In der Erfindung verwendete 
Tumor zellinien schlieBen die Tumorzellen £L4 und P815 sdt 
ein, sind jedoch ebenfalls nicht darauf beschr&nkt. Virusin- 
fizierte Zellen, die in der Erfindung verwendet werden kon- 
nen, schlieBen, ohne darauf beschrankt zu sein, JY-Zellen, 
die durch den Epstein-Barr*>Viru8 trans formierte menschliche 
B-Zellen sind, mit ein. Die durch das erf indungsgemafie Ver- 
fahren bestimmten Peptidmotive entsprechen dem folgenden 
Grundprinzip : 

a) Sie weisen eine allelspezifische Peptidl&nge von 8, 9, 
10 Oder 11 Aminosauren bei MBC-Klasse I-Moleklilen sowie 
von 8 bis 15 Aminosauren bei MHC-Klasse II MolekUlen 
auf , 

b) sie besitzen zwei Ankerpositionen (die Bezeichnung **An- 
kej^position** wird verwendet, wenn eine Position ein 
starkes Signal fiir einen einzigen Aminosaurerest zeigt 
oder wenn eine Position durch einige wenige AminosSure- 
reste mit sehr nahe verwandten Seitenketten besetzt 
wird), wovon sich eine Ankerposition dimmer am C-»termina- 
len Ende befindet und haufig aliphatisch ist, und 

c) die Peptide werden natiirlicherweise auf MBC-Molekulen 
von normalen, virusinf izierten, anderweitig infizierten 
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Oder mit Genen trahsfizierten oder sdt'Antigen beladenen 
Zellen praeentiert* 

Die Seguenzierung der Selbstpeptidgemische au8 den HBC-^Klasse 
I^Molekiilen ElK^ , B2K^ , B2Di> und HLA--A2 zeigt ein jeweils 
unterschiedlichee allelspezifisches Peptidmotiv, das von 
jedem der Klasse I-Molekule prasentiert vird. Die von , D^ 
und A2 prasentierten Peptide sind Nonastere, wEhrend die K^- 
prasentierten Peptide Octamere sind, wobei die korrespondie- 
renden Peptidxnotive zwei Ankerpositionen enthalten, die durch 
einen einzigen Aminosaurerest oder durch einen aus einer 
geringen Anzahl von AxainosSureresten isdt nahe vervandten 
Seitenketten beset zt sind. Diese Ankerpositionen befinden 
sich bei den unterschiedlichen Hotiven nicht an derselben 
Stelle^ sie konnen etwa an Position 5 und 9 (D^ ) oder 2 und 8 
(K<<, A2) Oder 5 und 8 (K^) sein. Die C-terminalen Ankerreste 
aller Motive sind hydrophobe Aminosauren* Die nicht an Anker- 
positionen bef indlichen Asdnosaurereste kSnnen ziemlich va- 
riabel sein, einige jedoch werden vorzugsweise durch bestiimn- 
te Aminosauren beset zt, beispielsveise findet nan h&ufig Pro 
an Position 4 des K** -Motive, Tyr an Position 3 des K**-Motivs 
und hydrophobe Reste herrschen an den Positionen 3 des D^- 
Motivs und 6 des A2 Motivs vor. Piir H-2L** war ein Ankerrest 
Prolin an Position 2, 

Die durch das erf indungsgemSfie Verfahren gewonnenen Ergebnis- 
se entsprechen sehr gut der Struktur des kristallographisch 
gefundenen Spalts bei MHC-Klasse I-Molekulen (3,6). Unter- 
schiedliche MBC-Klasse I-Allele unterscheiden sich an diesem 
Spalt durch das Vorhandensein unterschiedlicher Taschen, was 
venmitlich darauf zuriickzufuhren ist, daS die Taschen jeweils 
unterschiedliche Aminos&uren aufnehnen k&nnen. Daher stellen 
die allelspezif ischen Taschen in den MHC-Kristallen und die 
Seitenketten der allelspezif ischen Ankerreste vermutlich 
kompleinentare Strukturen dar. 
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Bin veiterer Gegenstand der vorliegenden Erf indung ist die 
Verwendung der erf Indungegem&Ben Peptidmotive bei einem Ver- 
f ahren zur Berstellung eines diagnostischen oder therapeu- 
tischen Mittels* Bin xnSgliches Anwendungsgebiet der Peptidmo- 
tive ist der diagnostische Nachweis von HHC*Molekiilen. Da die 
HBC'Molekule durch ihre individuelle epezif ische Bindung von 
Peptiden charakterisiert sind, kann ein Bindungsnachweis lib r 
Peptide einer Markierungsgruppe erfolgen, wobei als Markie« 
rungsgruppe beispieleweise eine Biotin- oder eine Fluores*- 
zenzgruppe an das Peptid gekoppelt wird* Andere dem Fachmann 
bekannte Harkierungen kSnnen ebenso in der Erf indung verwen- 
det werden. Diese Markierungen schlieBen, ohne sich darauf zu 
beschranken, radioaktive Markierungen vie z«B* an Thyrosinre- 
ste von Peptiden gebundenes ^^ij oder ^^^I, oder oder 
(beide vahrend deren Synthese in die Peptide eingebaut) mit 
ein. Bindung der Markierungen an die Peptide kann nach den 
Fachmann gut bekannten Verf ahren erreicht werden. Die Marki - 
rung erfolgt vorzugsveise an Nicht-Ankerpositionen. Die auf 
solche Weise gefundenen Korrelationen zwischen dem Auf treten 
von Autoimmunkrankheiten und der Expression von MHC-Molekillen 
mit krankheit^sspezif ischen Peptidmotiven k5nnen diagnostisch 
verwertet warden. Beispiele von in vitro diagnostischen Ver- 
wendungen der erf indungsgemaBen Peptidseguenzen achlieBen, 
ohne sich darauf zu beschr&nken, Messung der Bindungsspezifi* 
tat von MHC-MolekUlen, Korreliesning der Bindungsspezif it&t 
von MBC-MolekUlen mit Krankheiten, und Bestimmung der Sequenz 
von T->Zellepitopen unbekannten Ursprungs durch Inkubieren 
geeigneter Zellen, die die interessiefenden MHC-Molekiile 
exprimieren mit HPLC-Fraktionen einer Peptid-Bank (Mischung 
von Peptiden, die in das untersuchte Motiv passen) und Be- 
stimmung der durch die T-Zelle erkannten Peptide, gefolgt von 
chromatographischem Vergleich des natiirlichen T-Zellepitops 
mit dem als T-Zellepitop erkannten synthetischen Peptid 
(Nature 348: 252-254 (1990)) mit ein. 
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Ein weiterer Gegenstand der Erf indung Ist die Vexrwendung der 
erfindungsgemaBen Peptidmotive bei einem Verf&hren zur Her- 
stellung eines Arzneimlttels zur Therapie von Storungen des 
Ximminsy steins oder von Tumorerkrankungen. Insbesondere koanen 
die erfindungsgemaBen Peptidmotive fUr die Intervention bei 
Autoimmunkrankheiten (Prophylaxe und Therapie), beispielswei* 
se durch Blockiezning bestimmter MBC-Molekule sowie durch die 
Induktion peptidspezifischer Nicht-ReaktivitXt von T-Zellen, 
verwendet werden. Weiterhin ist eine Intervention bei Trans*- 
plantatabstpBungen und Graft-versus-Bost^-Reaktionen auf ana- 
loge Weise nioglich. Ferner konnen die erfindungsgen&Qen Pep- 
tide fur die Induktion oder die VerstarJcung bzw. Vermehrung 
von gegen Tumorzellen gerichteten T-Zellen in vitro und in 
vivo eingesetzt werden, insbesondere fiir die Vakzinierung 
gegen Tumorerkrankungen und fiir die Therapie bestehender 
Tumor erkrankungen, wobei insbesondere der sogenannte Graft- 
versus-Leuk&aia-Ef fekt (Sullivan et al., K.Engl. J.Med. 320: 
828-834) ausgenutzt verden kann. Die erf indungsgemSBen Pepti- 
de kdnnen ebenso dazu verwendet werden, T-Zellantworten gegen 
infektiose oder inaligne Krankheiten zu verst&rken, indem MHC- 
bindende Peptide, die spezifisch fiir das infektiSse Mittel 
oder fiir Tumore sind, in vivo eingesetzt werden. Alternativ 
konnen T-Zellen aus Patienten gewonnen werden, ihre Anzahl in 
vitro durch Verwendung von Peptiden und geeigneten Wachs- 
tumsbedingungen, einschlieBend Cytokine, wie z.B. Inter leukin 
2 / Interleukin 4 oder Interleukin £ vermehrt und anschlieBend 
in den Patienten zuriickgefiihrt werden. Die erf indungsgemSBen 
Peptide konnen weiterhin dazu verwendet werden, alle Tiunore, 
die durch T-Zellen angreifbare Antigene exprimieren, ein- 
schlieBlich/ ohne darauf zu beschranken, Melanome, Brust- 
krebs, Tumore viralen Ursprungs, wie z.B« Burkittslymphom und 
solche Tumore, die durch menschlichen Papillomavirus wie 
zervikales Kaorzinom und andere anogenitale Tumore zu behan- 
deln. Peptid , die von T-Zellrezeptor-Molekiilen oder AntikSr- 
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pennolekiilen abstananen, konnen auch fiir die gezielte Manipu- 
lation immunregulatoriecher Mechaniemen eingesetzt verden, 
insbesondere fiir die BekMinpfung von Autoimmunkrankheiten und 
TransplantatabstoQungen , eowie Graft-versus-Host-Reaktionen . 
In vivo^Verwendungen der erfindungsgeroSiBen Proteine zur PrM- 
vention schlieBen ihre Vervendung, ohne darauf beschr&nkt zu 
eein, als Peptidvakzine gegen infektifise oder naligne Krank- 
heiten und Verwendung der in dieser Erfindung gesatanelten 
Information bezUglich geeigneter T-Zellepitope zu ihrem Ein-- 
bau in alle anderen Arten von Iinpfstoffen einschlieSlich 
rekombinante Impfstoffe (einschlieBlich Viruse vie Vaccinia 
Oder Bakterien vie Salmonella oder l^cobacteria) und Protei- 
ne, die durch Verwendung von rekombinanten Ba]cterien (z.B* 
E.coli) Oder anderen Zellen, einschlieBlich Hefe-, Insekten-, 
Maus- Oder menschlichen Zellen hergestellt wurden^ sdt ein. 

Die Dosierung oder Konzentrationen der erfindungsgemSfle Pep- 
tide konnen durch den Fachxnann routinemSBig beatismit warden* 
Diese kQnnen in vivo in einem Bereich von 10 bis 1 g er- 
wartet werden* In vitro-Konzentrationen kSnnen in einem Be- 
reich von 1 Femtomol bis 1 Micromol erwartet verden. Die 
Verabreichung in vivo schlieBt, ohne sich darauf zu beschr&n- 
ken, einen subkutanen, intramuskul&ren, intravenSsen, intra^ 
dermalen und oralen Weg mit ein. 

Vorzugsweise ist bei der therapeutischen Verwendung ein Pep- 
tid, das einem erf indungsgemaBen Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzv. amphiphilen Gruppen, 
insbesondere lipophilen Peptid-Helices kovalent verkniipft* 
Ein Beispiel fiir eine derartige Gruppe ist Tripalmitoyl-S- 
glycery Icysteiny l-serylserin . 

Die Erfindung soil weiter durch die folgenden Beispiele in 
Verbindung mit den Figur n 1 und 2 veranschaulicht werden. 
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Es zeigen 

Fig. la ein HPLC-Profil von Material, das init Anti-K<* -Anti- 
korpern aue P815 Lyssat abgetrennt vurde. 

Fig* lb einen vergroBerten Ausschnitt des Chromatograsims 
au8 la (Fraktionen 15 - 35), 

Fig. Ic eine Rechronatographie des in lb tnit einem Pfeil 
gekennzeichneten Selbstpeptids, 

Fig. 2 MHC-Molekiile und ihre Liganden. 



BeisDiel 1 

10 bis 20x10^ PBIS-Tumorzellen (H-2K*' ) warden pelletiert und 
30 Hinuten mit 250 xal 0,5 % Monidet P40 in Phosphat-gepuf f er- 
ter Salzlosung (PBS) mit 0,1 nunol/l Phenylmethylsulfonylf luo- 
rid (PMSF) bei 4''C geruhrt. Der Oberstand wurde 5 Hinuten bei 
250 g und 30 Hinuten bei 150.000 g und 4''C) zentrifugiert und 
dann durcb eine adsorptionschromatographische Anordnting ge- 
leitet. Die adsorptionschromatographische Anordnung bestand 
aus drei Saulen mit jeweils einem Bettvolumen von etwa 1 ml. 
Das Saulenmaterial bestand aus Antik5rper->gekoppelten bzw. 
Glycin-gekoppelten Kiigelchen, die aus Bromcyan'-^aktivierter 
Sepharose 4B (Pharmacia LRB) gemaB dem Protokoll des Berstel* 
lers hergestellt wurden. Als AntikSrper vurden jeweils 5 mg 
von K^* -*spezif ischem Antikorper 20-8-4S (IgG 2a, kappa; 25) 
Oder -spezif ische Antikorper B22-249 (IgG 2a, kappa; 26) an 
1 ml der Kiigelchen gekoppelt. Der Oberstand des Zellextrakts 
wurde zunachst durch eine Saule mit Glycin--gekoppelten KOgel-- 
chen, dann durch eine entsprechende Saule mit Anti-»K^ ^Kiigel- 
chen und dann f&r eine Scheinprazipitation iiber Anti-D^- 
Kiigelchen geleitet. 



Die Kiigelchen wurden aus alien drei S&ulen entfernt und mit 
0,1 % Trif lucres sigsaure fiir 15 Hinuten verwirbelt (7). Die 
Oberstande wurden durch Vakuumzentrifugation getrocknet und 
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durch Reverse Phase HPLC unter Verwendung einer Superpac Pep 
S Saule (C2/C18; 5 ym Teilchen, 4,0 x 250 mm, Pharmacia LKB) 
und einer Pharmacia LKB-Apparatur abgetrennt ( 4 ) • Elutions- 
mittel: Losung A 0,1 % Trif luoressigsaure in B2O (v/v), 
Losung B 0,1 % Trif luoreseigsSure in Acetonitril. 

Fiir die in Figur la und b gezeigten chromatographischen Tren- 
nungen wurde der folgende Gradient verwendet: 
0 bis 5 Minuten, 100 % A 

5 bis 40 Minuten linearer Anstieg auf 60 % B, 

40 bis 45 Minuten 60 % B, 

45 bis 50 Minuten Abnahme auf 0 % B, 

FluBrate: 1 ml/Minute, FraktionsgroBe : 1 ml. 

Die einzelnen Fraktionen wurden gesammelt und durch Vakuiun- 

zentrifugation getrocknet. 

Figtir 1 zeigt die HPLC->Auftrennung von immunpr&zipitierten 
und Trifluoressigsaure-behandelten K^*-*Molek{ilen. Figur la 
zeigt ein BPLC-Profil von TFA-behandeltem Material, das aus 
P815->Lysat mit Anti-K^ (durchgehende Linie) bzv* mit Anti-D^ 
(gestrichelte I»inie} prSzipitiert wurde. Zwischen den Frak* 
tionen 20 und 28 wird heterogenes Material in geringen Mengen 
eluiert, bei dem es eich um die gesuchten allelspezif ischen 
Peptidgemische handelt* 

Die Fraktionen 20 bis 28 warden sowohl aus dera K^-Ansatz als 
auch von dem Scheinprazipitat gesammelt. Beide Ansatze wurden 
unter Verwendung der Edman-Abbaumethode automatisch sequen** 
ziert (Edman et al., Eur. J*Biochem. 1: 80-91 (1967))* Der 
Edman-Abbau wurde in einem Protein Sequencer 477A, ausgestat- 
tet mit einem on-line PTH-AminosSure Analysator 120A (Applied 
Biosys terns, Foster City, CA, 94404, USA) durchgef tthrt. Glas- 
faser filter wurden mit 1 mg BioPrene Plus beschichtet und 
nicht prazyklisiert*. ;Di Seguenzierung wurde unter Verwendung 



wo 94/11738 



PCr/EP93/03I75 



- 12 - 

d r Standardprogramme BEGIN*! und NORMAL- 1 ^Applied Biosy- 
stems) durchgefiihrb. Cystein wurde nicht xnodifiziert und 
konnte deshalb auch nicht nachgewiesen verden. 

Das Edroan-^Verf ahren belnhaltet eine sequenzielle Derivatisie- 
rung und Asdnosaurenentfernung vom N^Teminus, von denen jede 
chromatographisch identifiziert wird. Da es ungevdhnlich ist, 
komplexe Gemische von Peptiden zu eequenzieren, verden die 
direkt au8 dem Seguenziergerat gevonnenen Daten prasentieri: • 
Tabelle la und b zeigen die Ergebnisse aus ztrei Sequenzie«* 
rungsversuchen f&r K^-eluierte Peptide* Tabelle Ic zeigt das 
Seguenzierungeergebnis einer Scheinelution mit D'^-spezifi- 
schen Antikorpern auf P8l5-Lysaten. Die K«* -eluierten Peptide 
haben ein klares Azninosauremuster ffir jede Position von 1 bis 
9, wahrend das scheineluierte Material durchgehend ein 
gleichformiges Azoinosauremuster mit einer Abnahme der absolu- 
ten Menge jedes Rests bei jedexn Zyklus zeigt* Bei den K^- 
eluierten Peptiden vurden nur die Reste, die nehr als 50 % 
Anstieg in der absoluten Menge im Vergleich siit dem vorheri- 
gen oder dem vorvorherigen Zyklus zeigten, als signifikant 
erachtet und unterstrichen . Die erste Position ist schwierig 
zu beurteilen, da es keinen vorherigen Zyklus gibt und Ober- 
dies alle im fiPLC-Pool vorhandenen freien Aminos&uren an 
dieser Position nachgewiesen werden* Fiir die zveite Position 
ist der einzige Rest, dessen Baufigkeit im Vergleich zum 
vorherigen Zyklus klar erhoht ist, Tyrosin (z.B. Tabelle la 
60,9 pmol auf 875,6 pmol). Der einzige andere Rest, der einen 
(geringen) Anstieg zeigt, ist Phenylalanin, das eine zu Tyr 
ahnliche Seitenkette aufveist. Dies bestMtigt die Annahme, 
die aus einem Vergleich des naturlicben -restringierten 
Inf luenza-Epitops (mit der Sequenz TYQRTRALV) mit anderen K*'- 
restringierten Peptiden im Hinblick auf den Tyrosin-Rest an 
Position 2 resultiert. Dagegen gibt es keinen definierten 
Aminos aurerest, der fiir die folgenden Positionen 3 bis 8 
charakteristisch ist. Es werden bis zu 14 unterschi dliche 
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Rest in den einzelnen Positionen gefunden. An Position 9 
werden lie und Leu gefunden. Es gibt keinen Signalanstieg an 
Position 10, was darauf hindeutet, daB die meisten K^'-gebun- 
denen Selbstpeptide nicht l&nger als 9 Reste sind. Das natiir- 
liche K<^.-restringierte Inf luenza-Peptid ist somit ein 
Konapeptid (4)* Das Konsensusseguenzmuster, das aus diesen 
Ergebnissen hervorgeht, ist in Tabelle Ic gezeigt. Am meisten 
auffallend sind Tyr an Position 2 und lie oder Leu an 9, 
wahrend an alien anderen Positionen eine gr&Bere Anzahl an 
Rest en gefunden wird. Ein Vergleich dieses Motivs mit Peptid- 
sequenzen, die K** -restringiertc Epitope enthalten, zeigt, daB 
die meisten gut zu dem K*' -restringierten Konsensusmonomer- 
Motiv passen (Tabelle ld)« 

Der durch einen Pfeil in Praktion 29 von Figur lb markierte 
Peak und die korrespondierende Fraktion der ScheinprMzipita- 
tion vurden unter hSherer Aufl&sung emeut ckromatographiert , 
vobei das Fraktionsvolumen 0,5 ml betrug (Fig. lc)« Der 
scharfe spezifische Peak stellte ein Peptid mit der Aminosau- 
reseguenz SYFPEITHI dar, das durch direkte Seguenzierung be- 
stimmt wurde. Die IdentitSt dieses nat&rlichen 2ellpeptids 
mit synthetischem SYFPEITHI-Peptid vurde durch Coelution auf 
HPLC bestatigt (Fig. Ic). Die Seguenz paBt zu dem Konsensus- 
motiv aus dem Pool der Fraktionen 20 bis 28 (Fig* la,b), 
wodurch das Vorhandensein eines spezifischen K*' ^restringier* 
ten Peptidmotivs (Tabelle Id) bestatigt vird. 
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Tabelle Id 

Das -restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




Y 


















H 


p 


M 


K 


T 








I 






F 


H 








T. 












K 


F 


A 


A 


V 


B 


P 


B 


A 




B 


E 


N 


I 


B 


E 


R 




V 


S 


D 


M 


D 


K 


S 




R 


D 


I 


Y 


E 


V 


V 




S 


E 


L 


V 


Q 


V 


T 




F 


N 


S 


R 


S 


F 






E 




T 


L 




R 






Q 




G 












K 
















M 
















T 













I 

L 



Bdcamxte Epitope* 



TYQRTRALV 
SYFPEITBI 



1 
V 
I 
L 
R 
R 
K 
S 
S 



Y 
Y 
Y 

y 

Y 
Y 
Y 
Y 
Y 



A 

Q 

S 

Q 
L 
L 
Q 

I 

V 



T 
I 
T 
N 
E 
K 
A 
P 
P 



V 
L 
V 
V 
N 
N 
V 
S 
S 



A 
A 
A 
G 
G 
G 
T 
A 
A 



G 
I 
S 
T 
K 
K 
T 
E 
E 



S 
Y 
S 
Y 
E 
E 
T 
K 
Q 



L 
A 
L 
V 

T L 
T L 
L 
I 
I 



Ltteratur- 

Pxoteingaelle stelle 

Infltienza PRB MP 147-154 4,29 
Selbstpeptid P815 

Influenza JKP BA 523-549 30,31 

Influenza JSP BA 523-549 30,31 

Influenza ER8 BA 518-528 32 

Influenza JSP BA 202-221 30,31 

EIArjaA 170-18233 33 

B£Ar<V3 170-186 34 

P815 Tunnr-Antigen 35 
PlasDDdium berc^ CSP 249-260 ' 36 

Plasnodium yoeli CSP 276-288 37 
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* Peptide, von denen bekannt ist^ daS sie K<*-r stringi rte T- 
Zellepitope enthalten, wurden gemaB ihrer Tyr-Reste in fiber- 
einstiimnung gebracht. Peptide, von denen bekannt ist, daB sie 
natiirlich prozessiert sind, sind unterstrichen. 

Beispiel 2 

Elution von Peptiden aus K**- und D** -Molekiilen 
Detergenz-Lyeate au6 EL4 -Tumor z alien {H-2*» ) wurden mit K**- 
spezifischen und D^-spezifischen Antikdxrpem, vie in Beispiel 
1 beschrieben, immunprazipitiexrt, Als -Antikorper vurde 
B22-249 (siehe Beispiel 1) und als K»> -Antikorper wurde K9-178 
(IgG 2a, K, 27) verwendet. Die von MHC-Molekulen dissoziier- 
ten Peptide vmrden durch Reverse Phase HPLC aufgetrennt. 
Sowohl K^^ als auch D** -Material wurde mit Profilen eluiert, 
die in etwa dem -Material aus Beispiel 1 entsprachen, wobei 
jedoch in dem heterogenen Material, das zwischen Fraktionen 
20 und 28 eluierte, gewisse Unterschiede auftraten. 

-restringiertes Peptidmotiv 
Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus dem D^-Ansatz %mrden 
sequenziert (Tabelle 2a, b). Die Positionen 2 bis 4 enthielten 
mehrere Reste. Dagegen gab Zyklus 5 ein starkes Signal fiir 
Asn. Der vorherrschende Rest an Position 5 der -eluierten 
Selbstpeptide ist somit Asn. Das schwache Signal fUr Asp wird 
durch Bydrolyse von Asn zu Asp unter den Sequenzieiningsbedin- 
gungen verursacht. Die Positionen 6 bis 8 enthielten 5 bis 14 
unter schiedliche nachweisbare Reste. Position 9 enthielt ein 
starkes Signal fiir Met, ein mittleres fiir lie und ein schwa- 
ches fiir Leu (alle hydrophob). (Die Bedeutung von Met oder 
lie in einem D** -restringierten Epitop wurde bereits berich- 
tet, siehe 17). An Position 10 war kein Signal, was darauf 
hindeutet , daO D^ -prasentierte Selbstpeptide Nonapeptide 
sind. Das durch diese Ergebnisse ermittelte Konsensusmotiv 
ist in Tabelle 2c gezeigt* Ein Vergleich dieses Motivs mit 
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dem natiirlichen -restringierten Peptid und mit anderen 
Peptiden, die -restringierte Epitope enthaltenr zeigt, daB 
Asn an Position 5 ein unver&nderlicher Ankexxest des D^-re- 
stringierten Peptidxnotivs sein kann. Die anderen Reste der 

'-restringierten Epitope unterscheiden sich erheblich, ndt 
Ausnahme von Position 9 (mit Met, lie oder Leu), die wie eine 
zweite Ankerposition auseieht. 



wo 94/11738 



PCr/EP93/03175 



■s 



3 

c 

.•3 



13 

to 

tft 

u 

10 



5 



o 



2 

o 

N 

U 
3 



rsi 



5 O *D r^l 



- 18 - 

O <OI O] «>«>^ ^ 



r** «n o r> ^ 
w oiOfMOr«-wi*^|in|«><7» 



or»fncAtf>o|r«iri|qo 



IS «^ e 4r>t *c o 



c •^c9{X)|o^ry|oo>rN(w 



OfOCDr>o»r)tu>OOcD 



^ ^1 GO n v-i r<I «4 r-l f># 



2^ 



n in p ^ I tf> o( ^ -r-i m ^ 
o «^ d rjj ci el r« Vl d d 



«< c> vSl ^ 19 el o d H CO 

n Of M -I - 



*s in <p| ^* V el c» H dl 
ft o| *n 



griw iso^od*4ldddd 

JfOfi c*'dcS{dr)rvrvewfN 

— n r^l m ei r> ei r^i r> o 

O g d ^ V 1^1 Hi d ^ 

*** O d 1^' H rjj b d dj H fS -4 



o n P (S>l o 
O « U d» d VI d r** 



wii e 

O <l o r*' V d r> 



oo r>« w>l O r>^ o» 
Ok tn 



O ri oA el oil «a| «n 

*c r> p p p| p| p| <N o 

^ |C r« loi di f^l 
^ -I ^ 

V -i 4/i ril iri dl M d 



p fOj r> p p 



f«»p«-««nr>0)it^e|eo 

O M ^ csi 
n 



<N p 



V d <v tfil 



d V d| ri ^ <>; V d V r> 

e po«nr*r-rflpwpf>; 
wA gjinr*V«-4^lriir)riri 

)i r*. o cot ^ 
il ri i>i dl 
rol 

o>r>opir>r»i|rir»cir^ 
e rj ^ r^l V col ri -r^i d 
^ ^ ^1 

o V dl ^ 1^ VI V H dl ri 
V ^ oj CM fvi ^ rw| ^ 

«^ d d; o V dj «-« ri d| d 
^ el n «| ^ ^\ 



9^ ^<Necvr>iofNir>o 
V rt ^ d d f>«l ^ ril d d 



^pfv|r>*^f«*#^pr*rv 

iv#nrvr.**^df^r<de 
rjnr^Ufirjn^^ 
«l 

O C4 O Ol Of 0( o o o 
d d ci ril V dl d| d ri 
♦1 r* r*l 

p p pi IN. PI r«| p ^ 
-r ^ d V| d V| d d ri d 
«-* ril rtt n ri 



p r> r> oi r* »^ mi o o r» 
d ddd|<^drild riiw 
^ v^l r< «H oi ri ^ «-i 



p «c o r«<* ^1 p r* m p m r^ppt^r^ip^rt^p 

^ ^ d d V •^1 d d -4 r-^ ri d d d Vl d d d d ri 
j^j r< <^ n «n|r)«-iv^ 



^ ^ ^ ^ p V. ri 

^ »o rs* »^ r*\ «M a 



p ^ r> p p V p p r> 
sr<*-«ne}r(fcnoor>«H d V ri o d o V d V ri 



c < 


< 


rf 


ri 


d 








O 


r* 








r* 














.3 


3 






















r* 


n 













^ p p p pi p p 

cri**^dddriir<ddd 
u^(Nr)rv«-i^irv^ 



wo 94/11738 



- 19 - 



PCr/EP93/03l75 



Tabelle 2c 

Das D^-restringierte Peptidmotiv 



Position 



Dominante Ankerreste 



stark 



schwach 



1 


2 




4 


5 


b 


7 


8 


o 

9 










K 








M 




M 

n 


T 

X 






Xj 






X 






L 


E 




F 












P 


Q 
















V 


V 












A 


A 


G 


D 




A 


D 


F 


L 


N 


Q 




T 




Y 


E 


B 




I 


D 








T 


Q 


K 




F 










V 


V 


S 




P 










M 


T 


y 




S 










£ 


Y 






T 










Q 








V 










H 


















I 


















K 


















P 


















S 









Bekannte Epitope 



ASKENM ETM 
SGP SNTPPEI 
SGVENPGGYCL 



S A I N N y 



litecatur- 
Proteingiielle etelle 
Influenza NP 366-374 154 4,2 
Adencwlrus ElA 38 
Lynishozyten Chorinroeningitis 
Virus GP 272-293 39 
Simian Virus 40 T 193-211 40 
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-restringiertes Peptidxnotiv 
Die vereinigten Fraktionen 20 bis 28 aus desi K**-Ansat2 wurden 
sequenziert (Tabelle 3a, b). Position 3 enthiclt ein starkes 
Signal fiir Tyr und ein schwaches fiir Pro. Position 4 zeigte 
schwache Signale fur 5 Reste. Starke Signale fiir Phe und fiir 
Tyr inachen diese beiden Reste an Position 5 vorherrschend* 
Die nSchsten beiden Positionen enthielten 5 bzw. 3 Signale. 
Position 8 zeigte ein starkes Signal fiir Leu, ein mittleres 
fttr Met und schvachere fiir lie und Val. Position 9 zeigte 
keinen Anstieg fiir irgendeinen Rest, was nit der X«&nge des 
bekannten K**-restringierten natSrlichen Peptids, das ein 
Octamer ist (5), iibereinstimmt. Eine Analyse des K^-restrin- 
gierten Konsensusmotivs und Vergleich mit Epitopen zeigt zwei 
Ankerpositionen : Tyr oder Phe (beide mit ahnlichen aromati- 
schen Seitenketten) an Position 5 und Leu, Met, lie oder Val 
(alle mit fihnlichen hydrophoben Seitenketten) an Position 8. 
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Tabelle 3c 

Das K** -restringierte Peptidmotiv 



Dondnante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 
F 
Y 



8 
L 



stark 
schwach 



R 
1 
L 
S 
A 



N P 



R 
D 
E 
K 
T 



T 
I 
E 
S 



N 

Q 
K 



M 

I 
V 



Bekannte Epitope 



RGYVYOGI. 

SIINP EKL 
APGNYPAL 



Pxoteinquelle 
Vesicular Stanatitis Virus 
NP 52-59 5 
Ovallxanin 258-276 41 
SenSai Virus NP 321-332 42 



Literatur- 
stelle 



Pejspjel 3 

ELA-A2 . l-restringiertes Peptidmotiv 

Ein Detergenz-Lysat von. menschlichen JY-Zellen Biit dem ELA- 
A2.1-MBC-Molek{il (45) wurde nit A2-spezif ischen Antik5rpem 
(BB7.2, IgG2b, Literaturstelle 28) immunprazipitiert. Die von 
A2-Molekfilen dissoziierteh Peptide vmrden durch BPLC aufge- 
trennt; Ea wurden die Fraktionen 20 bis 28 vereinigt und wie 
zuvor beschrieben s guenziert (Tabelle 4). Die zweite Posi-^ 
tion enthielt ein starkes Signal fiir Leu und ein mittleres 
fiir Met. An den Positionen 3 bis 5 wurden j veils 6 bis 8 
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Beste gefunden. Position 6 enthielt Val, Leu, lie und Thr. 
Die folgenden zwei Posiliionen zeigten jeweils 3 Signale. 
Position 9 zeigte ein starkes Val- und ein echwaches Leu- 
Signal* Position 10 zeigte keinen Anstieg fur einen Rest, was 
darauf hinweist, daB A2-restringierte Epitope Nonapeptide 
sind. Leu oder Met an Position 2 und Val oder Leu an Position 
9 scheinen die Ankerreste zu sein. Einige von bekannten Pep- 
tiden mit A2-re8tringierten Epitopen konnen j&it dem Motiv in 
ilbereinstiinmung gebracht werden, wahrend dies bei anderen nur 
teilweise. inoglich ist (Tabelle 4c) • Die Bxistenz von mehrer n 
Varianten von A2--Molekaien kann diese schlechte Obereinstim- 
mung einiger Peptide mit dem Motiv verursachen* 
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Tabelle 4c 

Das HLA-A2.1-reBtringierte Peptidmotiv (HLA-A*0201) 



Dominante Ankerreste 
stark 

schwach 



Position 



1 


2 


3 


4 


5 


6 


7 


8 




T. 
















H 




E 




V 




K 








K 










I 




A 


G. 


. I 


I 


A 


E 


L 




y 


P 


K 


L 


y 


S 


F 




F 


D 


Y 


T 


H 




K 




P 


T 


M 








M 




M 




G 








y 




S 




P 








V 




R 




V 


B 







Bekannte Epitope 

Litexatur- 
PrDteingoelle stelle 



I 


L 


K 


E 


P 


V 


H 


G 


V 


HIV Reverse Transkriptase 
461-485 


43 


G 


I 


L 


6 


F 


V 


F 


T 


L 


Influenza MatxuqiCDbein 57-68 


44 


I 


L 


G 


F 


V 


F 


T 


L 


T V 


Influenza Hotruqaxtein 57-68 


44 


F 


L 


Q 


S 


R 


P 


E 


P 


T 


HIV Gag Protein 446-460 


46 


A 


M 


Q 


M 


L 


K 


E 


• 


• 


BIV Gag Protein 193-203 


46 


P 


I 


A 


P 


G 


Q 


M 


R 


E 


mv Gag Protein 219-233 


46 


Q 


M 


K 


D 


C 


T 


E 


R 


Q 


HIV Gag Protein 418-443 


46 
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Tabelle 5 

Das HLA-A*0205-restringierte Feptidmotiv 



a) A«0205 

Dominant e Anker rest 6 



Position 
2 3 4 5 6 



8 9 
L 



Andere 



V 
L 
I 
Q 
M 



y 
p 

F 

I 



G 
E 
D 
K 
N 



V 

y 

L 

I 



I 

V 
T 
L 
A 
R 



Q K 



Tabelle 6 

Das H-2K* -restringierte Peptidmotiv 



Doninante Ankerreste 



Position 
2 3 4 5 6 



8 

I 



Stark 



K 
N 

y 

H 



Schwach 



V 

F 



Q 
I 
L 
F 
P 
H 
T 



A 

G 
P 
T 
V 
F 
S 



N 
K 
H 
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Tabelle 7 

Das H-2K't n ' -reetringierte Peptidnotiv 



Dominan'te Ankerreste 

Stark 

Schwach 



Posi'tion 
12345678 

I 

E K 

Q N P A R 
6 Q R Y 

P G K 



Beispiel 4 

Peptidmotlve von ELA-Al, ELA-A3, ELA-Allr HIiA-A24, HLA-A31, 
HLA-A33, BLA-B7, BLA-B8, ELA-B«2702, HLA-B*3501, BLA-B*3503, 
HLA-B37, BLA-B38, HLA-B*3901, BLA-B*3902, BLA-B*5101, 
BLA-B*5102, ELA-B*5103, BLA-B*5201, BIA-B58, BLA-B60, 
BLA-B61, BLA-B62, BUV-B78, BLA-Cw*0301, BLA-Cw«0401, 
HLA-Cw*0602r HLA-Cw*0702, HLA-Cw4, BLA-Cw6, HLA-Cw7, BLA- 
ORB1*0101, DRB1*1201, BLA-DR4wl4, ELA-0R17, ELA-DRw52 , BIA- 
DPw2, BLA-DPfil*0401, BLA-DQB1*0301, BIA-DQwl, BLA-DRl, BLA- 
DR3 and HLA-DR5 

Die Bestimmung dieser Peptidmo-tive erfolgte entsprechend den 
Beispielen 1 bis 3. Die Ergebnisse sind In den Tabellen 8 bis 
24 dargestellt. 

Die Peptidmotive BLA-A, B und C sind MBC-Klasse I-Liganden. 
Die Peptidmotive BLA-DR, DQ und DP sind MEC-Klasse II-Ligan- 
den. 
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pemerkunqen zur E pitopvorhersaae fur HLA-Klasse I-Lioanden 

^ker: AHe Anker werden in der Kegel bei alien natUrlichen 
MBC-Klasse I-Liganden benutzt. Jedoch kommt es auch vor, daB 
andere als die angegebenen Ankerreste, n&nlich solche mit 
&hnlichen Eigenschaften, benutzt werden (z«B« kann eine hy- 
drophobe Aminosaure durch eine andere hydrophobe ersetzt 
werden). Die Zahl der Andnosauren zwischen den Ankern ist in 
der Kegel konstant, jedoch koiamt es auch vor,^ daB ein oder 
zwei weitere Aminosauren eingeschoben sind. 

Hilf sanker; Diese werden bevorzugt^ jedoch nicht obligator- 
risch, benutzt; sind nehrere Hilf sanker angegeben, wird in 
der Kegel zumindest ein Teil davon benutzt. 

Bei der Epitopvorhersage bezilglich einer Proteinsequenz wird 
man zweckinaBigerweise f olgendennaBen vorgehen: 

Die Proteinsequenz wird nach Ankerresten in richtigen Abstand 
abgesucht. Die so gefundenen Teilseguenzen (Liganden-Kandida- 
ten) werden auf das Vorhandensein von Hilfsankerresten an der 
richtigen Position geprQft, was die Sahl der Ligandenkandida- 
ten einengt. Aus den verbliebenen Kandidaten werden die aus- 
gewahlt/ die noch weitere der bevorzugten Asdnos&urereste 
enthalten • 

Bemerkunaen zur Epitopvorhersaae fiir HLA-Klasse XI^Lioanden 

Anker: Die HLA-Klasse II-Motive weisen 3 oder 4 Anker auf. 
Die einzelnen Liganden benutzen jedoch oft nur 2 dieser An<- 
ker. Vermutlich benutzen die besonders stark bindenden Ligan- 
den alle Anker, und vermutlich konnen fehlende Ankerreste 
durch Ubereinstinunung in anderen bevorzugten Kesten kompen- 
siert werd n. 
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Um dies zu verdeut lichen, sind bei den Ligandenbeiepielen die 
passenden Ankerreste doppelt, die anderen bevorzugten Reste 
einfach unter strichen • 

Die allel-*spezif ischen Motive in den Tabellen 39 - 47 sind 
in relativen Positionen (Erster Anker « Relative Position 1) 
angegeben, da die Zahl der Aminosaurereste zwischen M-Tenni- 
nus und erstem Anker bei Klasse II-Liganden variabel ist (im 
Gegensatz zu Klasse I-Liganden). In den Tabellen 48 - 50 sind 
die Motive in den absoluten Positionen angegeben* 

Die Vorgehensweise bei der Epitop-Vorhersage innerhalb einer 
Proteinseguenz wird ahnlich sein vie bei Klasse I, nur da8 
von vomherein die Seguenz nach Obereinstimmung mit minde- 
stens 2 Ankerresten (davon einer Anker 1) abgesucht wird. 
Werden auf diese Weise mehrere Liga'ndenkandidaten erhalten, 
werden zur weiteren Einengung die anderen bevorzugten Reste 
verglichen und schlieGlich auf tlbereinstiiionung mit dem (nicht 
allel-spezifischen) Prozessierungsinotiv (Protein aus absolu- 
ter Position 2 bzw. 12 bis 16) geprQft. 

In der absoluten Position 2 der untersuchten BLA-Klasse II- 
Liganden findet sich ein sehr starkes Pro-Signal « Weitere 
Pro-Signale finden sich im Bereich des C-Tenoinus. Diese Pro- 
Signale scheinen ein bevorzugtes Merkmal von natUrlichen 
Klasse II-Liganden zu sein. Das Prbzessiezrungsmotiv fQr HLA- 
Klasse II-Liganden ist daher vie folgt: 

absolute Postion 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 
P P P P P P 

In den Tabellen 39-47 liegt der erste Anker im allgemeinen 
im Bereich der absoluten Positionen 3-5 oder 4-6. 
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Tabelle 8: 

Ankcrrcste 

bzw. HUfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 

Beispiele 
for Liganden 

Tabelle 9: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 

sonstige 

bevorzugte Reste 



- 31 - 



Position 
123456789 

T D L Y 

S £ 



L P G G 
G N V 
I Y I 



ATDFKFAMY 
I A D MG H L K Y 
MI EPRTLQY 
YTSDYFI SY 
LTDPGVLDY 



HLA-A3-Mptiv 

Position 
12345£Z89 10 

L I I KK 

V ML Y 

M F M F 

V F 

T 

L 



I F 1 Q 

Y P S 

V T 

K K 
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Tabelle 10: 



Ankerrestc 

bzw. Hilfsankerrcste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
fur Liganden 



Tabelle 11: 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerrcste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HLA-All.Motiv 

Position 
12 2 4 5 6 7 



V 
I 

F 

y 

T 



M 
L 
F 
Y 
I 

A 



8 9 10 11 
K K K 



A 


N P P 


I 


L 


R 


R 


R 


R 




D G I 


V 


I 


K 


D 








E D F 


M 


y 


N 










0 E V 




V 


E 










K M 




F 


Q 








A 


V M K P 


E 


A 


E 


K 


R 


K 


A 


V I L P 


P 


L 


S 


P 


y 


F 




HLA-A24-Motlv 















Position 
1 2 3 4 S S 7 8 9 
Y 



I F 
V 



I 
L 
P 



N D 

E P 

L 

M 

P 

G 



QE 
N K 



K 
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Tabelle 12: 



HLA.A31-Mo«v 

Position 
12345fi789 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste L L 

V F 

Y V 
F I 

T 



sonstige 

bevomigte Reste 



KT KP P N 


N L 


QNDI D 


VR 


F E V E 


R N 


L GF R 


F 0 


Y S L 


T 


WV Y 


H 


T W 


L 




Y 



Beispiele 

fur Liganden LQFPVGRVHR 

QQLYWSHPR 
RGYRPRFRR 
KVFGPI HER 
K I MK WN Y E R 
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Tabelle 13: 



HTA.Aaa-Motiv 

Position 
123456789 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A 

I 
L 
F 
Y 
V 

besonders T L P P I 

bevorzugte Reste K L 

F 



sonstige 

bevorzugte Reste E Q R R R H Q 

M WDI D Y N 
E E F H V E 
N G P Y T M 
S V S 
H L 
P W 



Belspiele 

fur Uganden DMAAQI TQR 

ESGPSI VHR 
EYYGSFVTR 
DY I HI R I OCR 
E I MK WN R E R 
. E V L Dl F QDR 



wo 94/11738 



PCr/i:P93A)3175 



- 35 - 



Tabelle 14: 



Ankerreste 



HI^-B7-Motiv 

Position 
123456789 

P L 
F 



sonstige 

bevorrugte Reste 



Tabelle 15: 



Ankerreste 



A D DD F L 
H E E P T V 
S QGI R 

KHV L 

y L I 

F K 

MS 

NT 

A P 

HLA-B8-Motiv 

Position 
123456789 

E K L 
R 



besonders 
bevorzugte Reste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



G 
L 
I 



E 


NEE 


Q 


OHQ 




H MH 




I S 




L 




Y 




V 


D 


E N L I 


H 


MD V 


L 


S Q D 


S 


T S T 


T 


F T 


R 


y 


G 




K 
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Tabelle 16: 



Ankerreste 



HLA-B'27Q2-Mot<v 

Position 
1 2 3456789 

R F 
Y 
I 
L 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste K F G I I Y K 

L P K V L V 
X K E Y V D 
D V R T E 
E MD F R 
QT H 
T E 
S Q 

Beispiele 

fur Uganden S R D K T I I M W 

GRLTKHTKF 
R R F V N V V P T F 
KR YKS I VKY 
KRKKAYADF 
KRGl LTLKY 
GRFGVGNRY 
GRF KL I VL Y 
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Tabelle 17: HLA-B*3501-Motiv 

Position 
123456789 10 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste P Y Y 

F F 
MM 
L L 
I I 



MA I K D I V E 

V L D I 0 N 0 

Y F E V K E V 
R V GT V QT 
D MP E L T 

E G MK 
T L 
Y M 
N 



Tabelle 18: 

HLA-B*3SQ3-Mntiv 

Position 
123456789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste P L 

M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



A I E GDQQF 
D L K V E N R 

MN H V T 

V H I 

R 
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Tabelle 19: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



sonstige 

bevoraugte Reste 



HLA-B37>Mothr 

Position 
123456789 



D 


V 


F I 


E 


I 


ML 




A 


L 








K H 


T 


OT 


OP 


R 


K B 


G 


D 


Y N 


S 


G 


L D 


L 


H 


0 






G 






H 



Tabelle 20: 



Ankerreste 



HlA-P39-MPtiv 

Position 
123456789 

P 
L 



sonstige 

bevorzugte Reste 



HI GMV Y K I 
F A E T I V Y 
P DP VT N N 



WE L A K 
Y S V E R 
N G N 
M L H 
V K 
S 



R 
T 



Beispiele 
fur Liganden 



EHAGVI SVL 
THDELEDKL 
Q Y DE AV A QF 
YPDPANGKF 
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HLA-B*39Ql-Motiv 

Tabelle 21: 

Position 
I2345£789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste R I L 

H V 
L 



sonstige 

bevoi^zugte Reste 



Tabelle 22: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



A D V N N S 
D EY Y K 



I GI 
L P L 



F R 
E 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F K 


F T 


V 


T 


M 


0 


S 


K 


T 


N 


Y 


P 


.HLA-B*3902-Motiv 




Position 


123456789 


K 


I L 


9 


L 




F 




V 


K AGNVVTF 


A IPEYLSM 


F 


GT T R 


V 


P HY 


N 


OF N 


L 


S I D 


T 


T MH 


Y 


P 


E 


R 


H 




S 
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Tabell 23: 

HLA-B*5101-Motiv 

Position 
12345 6 789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A F 

P I 
G 



sonstige 

bevorzugte Reste I WI G V N K T W 

L F L VT I Q M 

V MI GL R V 

Y F K A K E 
WEI 0 
YDS 

V 
E 

H . 
D 
R 
N 

Beispiele 

fur Liganden YPFKPPKV 

DAHI Y L NHI 
TGYLNTVTV 
XA Y AL NHT L 
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Tabelle 24: 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



HLA-B*5102-Mnfiv 

Position 
12^456789 



P Y 

A 

G 



I 
V 



sonstige 

bcvorzugte Reste 



F G V I RT 
V E 9 N E R 
■L K N 9 9 Y 
I L GT K 
T T 

9 
R 
N 
H 



Tabelle 25: 



HLA-B'5103-Motiv 

Position 
1 2 S 4 5 6 7 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



AY 

P 

G 



V 
M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



F F E G I 
WD L A K 
L N V T 
R N 

G9 
9 M 
T R 
V 
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Tabelle 26: 

HLA-B-5201-Motiv 

Position 
12 3 4 5 6 7 8 

Ankerreste 

brw. Hilfsankerreste Q F L I 

Y I V 
W V 



sonstige 

bevorzugte Reste V M I L M K K 

L F L I F N E 
I P P V A L Q 
DP T T y 
K K G S 
E 
A 



Beispie]e 
fiir Liganden 



TGYLNTVTV 
V OT I MP QL 
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Tabelle 27: 

HLA-B5fi-Motiv 

Position 
123156789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste A P V F 

S EI W 
T KL 

M 

F 

sonstige 

bevorzugte Reste KGGDAI LNY 

R T Q D V Y R 
I I R N L MK 
L T F N T 

V Y 
F W 

Y 9 
N 

Q 



Beispiele 
fur Uganden 



K A GQ V VT I W 
AGDRTFQKW 
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Tabelle 28: 



HLA-B60-Motiv 



Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste 



Position 
123456769 

£ I L 

V 



sonstige 

bevorzugte Reste 



Beispiele 
fur Uganden 



A P L K L K 
V K I N y R 
I D V P MQ 
L G D V 
MN T I 
F Q N D 
S T P R 
D GQ 
N K 
Q 

K E S T L H L 

H E AT L R 

Y E I HDGMN L 
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Tabelle 29: 



Hilfsankenreste 



HLA-B61-Motiv 

Position 
1 2 2 4 5 £ 7 8 

E P I 

I L 

L P 

V V 
Y 
W 



sonstige 

bevorzugte Reste 



P ME V N 


Y K A 


T GI 


V S P 


P L 


L 


S M 


W 


N D 


1 


D G 


T 


K V 


R 


A F 


D 


R N 


9 


N S 


G 


QK 





Beispiele 

fur Uganden GEFGGFGSV 

EEPQFl KKA 
GEFVDLYV 



wo 94/11738 



PCr/EP93/03175 



- 46 - 



Tabelle 30: 



Ankerreste 

Oder Hilfsankerreste 



HLA-B62-Motiv 

Position 
123456789 



9 
L 



I 
V 



F 
Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



MK P G V V 
V A E L T T 

N G F G L 

F DT I I 

P 

Y 

H 

R 



Y 
V 
T 



Beispiele 
fur Liganden 

Tabelle 31: 



Ankerreste 

bzw. Hilfszmkerreste 



sonstige 

bevorzugte Reste 



V L K P G MV V T F 
YLGEFSI TY 



HLA-B7B-Mnfiv 

Position 
1 234567fi 



P 
A 
G 



I 
L 
F 
V 



Y E D 


A K 


D D G 


V s 


WG V 


N 


L N 


K 


V R 


9 


SQ 


E 


OS 




RT 




N 
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Tabelle 32: ^«o«, 

Cw*0301-Motiv 

Position 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste VP F L 

I Y F 
Y M 
L I 
M 



sonstige 

bevomigte Reste R E R N M Q T 

N K 
S 
M 



Tabelle 33: 

HLA-Cw*Q40 1 -Motiv 

Position 
1 2 3 4 5 fi 7 8 9 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste Y V L 

F I F 

L M 



sonstige 

bevorzugte Reste P D D A X K 

H E H AS 
P M X H 
XT K 
R 
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Tabelle 34 : 

HLA-Cw*0602-Motiv 

Position 
12345£789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankeireste IV L 

LI I 
F L V 
M Y 



sonstige 

bevorzugte Reste 



I p 


P 


P 


K A R Y 


F R 


I 


E 


T K E 


K 


G 


D 


S QQ 


Y 


F 


Q 


N N 




Y 


L 


R 




K 




G 




N 




T 




A 




S 



Beispiele 

fur Uganden YQFTGIKKY 

VRHDGGNVL 
FAFPLI QRV 
X QR T P K A G L Y Y 
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Tabelle 35: 

HLA-Cw*0702-MoOv 

Position 
12345fi789 

Ankerreste 

bzw. Hilfsankerreste Y VV Y 

YI P 
I L L 
L M 

r 

M 



sonstige 

bevorzugte Reste 



R P DT 


AYE 


D G £ 


R MA 


A V 


N F 


Q 


R D 


P 


V K 


S 


F 


G 


B 



Beispiele 

fur Uganden K Y F D E H Y E Y 

RYRPGTVAL 
N KADV I L K Y 
I Y P QN V I L Y 
1 R K P Y I WE Y 
NYGGGNYGSGSY 
FYPPYLY 
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Tabelle 36: 



HLA-Cw^Motlv 

Position 

123456789 
Anlier r ^ 

Y M 

F 

Stark FPDBAVAH 
Q MINK 
L E 
H 

^hwad) M N R F S Q I 

E R T H Q S 
G O K D p 
P F r r 
K H N G 
Q M E T 
G K Y 
H P 
L S 
S 
T 
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Tabelle 37: 
HT-A-Cipg-Motiv 

Anker 
stark 

schwach 
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Postion 

123456789 

L 
I 
M 
V 



p 


D 


1 


V 


R 


K 


I 


E 


M 


I 


N 


F 


F 


P 


F 




Q 


Y 


Y 


N 








E 


N 












D 













IPGGLAYS 
r R V T K 
K T 
G 
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Tabelle 38: 
HLA.Cw7-Motiv 

Position 

123458789 

Anker y l 

r 
r 
m 



stark P D Y Y 

F s K 1 
P V 



p 


N 


I 


T 


M 


A 


r 


G 


5" 


A 




E 




R 


V 




Y 


k 






A 




V 


s 






M 




D 





Denunach haben HLA- Cw4-, Cw6- und Cw7-liganden folgende 
Eigenschaften: 

1. ) Uberwiegcnde LSngc von 9 Aminosauren (I&ngere und kurzcre Peptide 
* konnen vorkommen) 

2. ) Oberwicgcnd aromatischc Reste F oder Y an Position 2 

3. ) tJbcrwicgcnd hydrophobe Restc V. I. L, F, A an PoslUon 6 (TiilfsankcrT 

4. ) Hydrophobe Reste U F, Y. M. V am C-Tenninus 

Indivlduellc Untcrschicdc dcr Llganden-SpezifitAt von Cw4. Cw6. und Cw7 
gehen aus den,Tabellcn hervon 
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Tabelle 39: 



Ankeireste 



HLA-DRBl'OlOl-MotIV 

Relative Position 
10 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Y L L 

V A A 
LI I 
P V V 
I M N 
AN F 
M Y 
W 



K K 


£ 


H H 


K 


D D 


Q 


R R 


R 


E E 


D 


D D 


0 


R R 


H 


00 


D 


H H 


R 







bevorzugte Reste, 

polar od er gelad en K 

0 
E 

N 
D 
R 
H 



bevorzugte 

kleine. . Reste A A S A S S 

T S T G T T 
P P S P 
T 
P 
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Tabell 40: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste. 
polar Oder geladen 



HTA.nRB1M2Ql-M0tlv 

Relative Position 
10 1 2345£789 10 

I L V Y 

L M Y F 

F N F M 

Y V I I 

VAN V 
A 



N 


K 


K 


. R 


D 


K 


0 


E 


K 


R 


E 


E 


0 


H 


H 


D 


R 


R 


Q 


E 




H 


H 


D 


K 




D 









bevorzugte 
kleine Reste 



A GAA A A 

T P G G G G 

ST S S 

TP T 

P S 



Beispiele 

fur Liganden SSVI ILNINVfiLYXQT 

I JS^LNENSivP 
GPDGRLtEGYDQFA^JDGK 
SDEKI BMNRVVRNNLR 
I NQKG|,SGLa£LB£L 

EALi HQLKl NP^^VLS 
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Tabelle 41: 



Ankerreste 



bevorzugte Reste, 
polar Oder geladen 



bevorzugte 
kleine Reste 



HLA-DR4wl4-MoOv 

Relative Position 
-10123456789 10 

IF I 

L Y V 

MI L 

V V M 

Y L Y 
F M A 



H 


K 


QDD 


9 


R 


N H H 


N 


Q 


EQQ 


E 


N 


D N N 


D 


H 




Q 






R 








A 


GT A 



T S 



Beispiele 

fur Liganden G S A S YgHIA^SRPGRGEF 

VDDTfiFVBFfiSD^ASQRMEP 
YDNSLKI I SHASXTTN 
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^ b Q ZcOH >QlQi^J 

(3)1 >• _) b. < >. £u «i O c: o: H 

001 ^ ^ O S ^e: <>< bii 

CIO to>ai>*o,0>jO 
o 

S O QBC^QOQgailQliQDai 

* o 



Q 



c CO :xio<>*2 ^ Ed > QuiS zip: (0 

> 

|m h HJ>W-.«>X 



3 

o OD 0)H < H Q Ow Is. 

T 2 2 Q K CDB. „ J X 

tO>0uii><2J2 
Sd Q 
X 



CO 

e3 
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Tabelle 43: 



Ankerreste 



HLA-DRw52-Motlv 

Relative Position 
•10123456789 10 



F 


N 


L 


I 


L 


Y 


L 


V 


I 


Y 


I 


V 


M 


Y 




A 


A 





sonstige 

bevorzugte Reste E A A A A T E 

KT EG K 

0 RK 0 

N 

Belspiele 

fur Liganden SLQFGYgTGVI NAPQ 

ssvi I lnt^v^Jyxqs 

NgER^KAi KVI 
VTR Y I Y^BEE Y AR F 
WAP gMAfil P^LLY 
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Tabelle 44: 



Ankenreste 



HLA-DPw2-Motiv 

Relative Position 
10 1 23456789 



r 

L 
M 
V 
W 
Y 



F 
L 
M 
Y 



I 

A 
M 
V 



bevorrugte Reste, 
polar Oder geladen 



R 


D 


N 


N 


N 


H 


D 


0 


Q 


Q 


H 


H 


H 


R 


K 


R 


K 








B 









bevorzugte 
kleine Reste 



S 
A 
T 



S 
T 
A 



Beispiele 
fiir Liganden 



LFRKFHYtPFLPSTEDV 
PREeHLFRKFHYjPFLPS 

V T J2 Kg E I Q J F HT I GVE 
DEKKFWGKY jYEi ARRHP 
D S F K^QI KEFQVLKSLG 
GEPLSYTRFS^AROVDG 
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o 

-« I D ODZ id a H J 

0> f-, <CL< 

9 < <l>Ou 

a " <OHW 0)<IH 

« CD 1 2 id c: < o f- to Scq<i 

<-l fri >4 S »4 ►JIIHlJ^ 

o <Of-cocuj>o: 

Q id U Z O) 03 U{S 

H > « 

O 03 
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Tabelle 46: 



Ankerreste 



HLA-DPB1*0401 -Motiv 

Relative Position 
-10123456789 10 

F F V 

L L Y 

Y . Y I 
M MA 
I V L 

V I 
A A 

bevorzugte Reste, 

polar Oder geladen K N 

R K 
E E 
N 

Q 

bevorzugte 

kleine Reste A 

V 

Beispiele 

fur Uganden XKKXFAATQfEPXNN 

GP g2 P A D V QX D L J L N V A N R R 
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Tabelle 47: 



HLA-DQwl-Motiv 

Relative Position 
-10123456789 

Ankerreste 

L F L 
FY I 
N V W 
V 

sonstige 

bevorzugte Reste E A P 

R E 
T G 

H 

N 

Q 
R 
S 
T 

D X i R 5 3C Y A D W Y O Q K P G 
£K1JdI DRFEPL 
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Tabelle 48a: 



HLA-DRl-Mf^tiv 



sehr Stark 
stark 



1 2 3 4 5 6 7 6 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 » 



DFRLRN MT 
r T H M N P D . 
y I S G P 
K K 
V 



SChwach GDPODNaSMQRAKFE 



iNAISvQsa l 
NINaatal t 

!• E 1 9 1 V 

K G V V 

K L e 

F H 

O S 

£ 

Q 
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Tabelle 48b: 



Interpretation: 
pi^-DRl-Motiv 



1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 



END M M M 

D K Q A A 

N D M L 

E E 

Q 



I F F I 

L y Y M 

M A I A 

F L A V 
K L 
V 



Demnach haben naturliche DRl-Liganden folgende Elgenscbaften: 

1. ) L^ge Qberwiegend mehr als 1 1 Aminosauren (1st bercits bekannt} 

2. ) Uberwiegcnd P an zwciter Position 

3. ) Polare/geladcne Reste E. D. K. N. K, Q an Position 2, 3 oder 4 

4. ) Hydrophobe Reste I, L. M. F. A an Position 3, 4. 5 oder 6 

5. ), Hydrophobe Reste M. A oder L an Position 9. 10 oder 1 1 
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HLA-DRa-MoMv 

Sehr Stark 
stark 
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1 2 i 4 5 B 7 B » 10 11 12 13 1< IS 16 



P 



A RDDDRQRLLTFFSA 
I QrLODKKNEVT,KT 
P LLSKKrSKQLYyH 
V FArSQDE FG 
GlyYHTY A 
K M Q M N N 
D T I P E d 
1 R F G H 

E 
Q 
G 

V 
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Tabell 49b: 
Interpretation: 

1 2 3 4 5 6 7 B 9 10 11 12 13 14 15 16 



P 



L F L 

F L I 

I I y 

y F 

M 
A 



D 


D 


D 


D 


Q 


D 


R 


Q 


X 


X 


K 


K 


E 




Q 


Q 


R 


R 


Q 






R 


E 


o 








H 




N 












H 



Demnach habcn naturliche DR3-Liganden folgende Eigenschaften: 

1. ) wic bel DRl 

2. ) wle bei DRl 

3. ) Hydrophobe Rcstc L. F. I. Y. M. A an PosIUon 3.4 oder 5 

4. ) Polare/geladenc Rcste an Position 4. 5. 6. 7. 8 oder 9 

5. ) Hydrophobe Reste L. F. A, Y an Position 1 1. 12 oder 13 



L y F F 
F L L y 

A y 
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Tabelle 50a: 
HLA-DRS-Motlv 

Sehr Stark 
stark 



3 


4 


5 


6 


7 


8 


9 


10 


11 


12 


13 


D 


N 


R 


R 


R 


R 


p 


N 


R 


m 


D 


N 


D 


I 


V 


K 


N 


i 


D 


E 


Q 


N 


E 


£ 


L 


Q 


L 


L 


V 


E 


q 


V 


Y 


L 


G 


F 


L 




d 


A 


M 






T 


T 


I 


t 


K 


q 




£ 


Y 






V 


y 


L 


V 


A 


M 




G 


V 








H 


K 


V 


H 


V 




h 


P 








V 


M 


a 


M 






k 


q 










F 


n 








5 


a 










V 


K 










r 










V 












K 









A i 
P 



H 

'r 
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Tabelle 50b: 

Interpretation: 
HLA-DRS-Metiv 



1 2 3 4 5 6 7 £ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 



NDDRRRR NR 

EBKNNN D£ 

MNnQqd BC 

H K K Q 
H H 



L L L L L L 

y Y y M 

1 1 

M V 

F F 

V 



Dcmnach haben naturliche DRS-Uganden folgcnde Etgenschaften: 

1. ) wleDRl _ . . 

2. ) WleDRl 

3. ) Polare/Qberwiegend ncgativ gdadencRcstc N. D. E. H. K an Posiaon 2, 3 

Oder 4 

4. ) Polare/viber«wlegend posltiv geladenc Reste R, K, N. 0 an Position 5. 6. 7 

Oder 8 

5. ) Hydropliobc Restc L, Y. V. I. M. F, A an Position 3. 4 oder 5 sowie an 5. 6 

Oder 7 . ..... ; 

6. ) Polare/geladcnc Reste N, D, k, H. R,.0 an PoslUon 10. 11 oder 12 
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P at entansprfiche 

1 . Verf ahren zur Bestixnmung von allelspezif ischen Peptidxno- 
tiven auf Molekulen des Major Histocompatibility Complex 
(MHC) der Klassen I oder II, wobei man 

(a) durch Zellauf schluB von Zellen, die MHC-Molekule 
enthalten, einen Zellextrakt erzeugt, 

(b) MHC-Molekiile mit den darauf befindlichen Peptidmi- 
schungen durch Immanprazipitation aus dem Zellex- 
trakt abtrennt, 

(c) die Peptidmischungen von HBC-Nolekiilen und sonsti- 
gen Proteinbestandteilen abtrennt, 

(d) einzelne Peptide oder /und ein Gemisch davon eeguen- 
ziert, und 

(e) aus den erhaltenen Informationen, insbesondere aus 
der Seguenzierxing eines Gemisches, oder aus der 
Seguenzierung einer Reihe von Einzelpeptiden, das 
allelspezif ische Peptidmotiv ableitet, 

dadur.bh gekennzeichnet, 
daB man Peptidmotive auf MolekBlen bestimmt, die aus der 
Gruppe, bestehend aus HIiA-Al, HLA-AB, BLA-AII, HLA-A24, 
HLA-A31, HLA-A33, HLA-B7, HLA-BB, HLA-B*2702, 
HLA-B*3501, HLA-B*3503, HLA-B37, HLA-B38, HLA-B*3901, 
HLA-B*3902, HLA-B*5101, HLA-B*5102, HLA-B*5103, HLA- 
B*5201, BLA-B58, HLA-B60, HLA-B61, HIA-B62, HLA-B78, 
HLA-Cw*0301, HLA-Cv*0401, HLA-Cw*0602, HLA-Cv*0702/ 
HLA-Cv4, HLA-CV6, HLA-Cv7, HLA-DRB1*0101, DRB1*1201, 
HLA-DR4vl4, HLA-DR17, HLA-DRw52, BLA-DPw2, HLA- 
DPB1«0401, HLA-I>QB1*0301, BLA-DQwl, ELA-DRl, EIA-DR3 und 
HLA-^DR5 ausgewShlt sind. 

2. Verf ahren nach An sprue h 1, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man fur die Inmunprazipitation Antik&rper verwendet, 
die fiir MHC-Mol kiile spezifisch sind. 
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3. Verfahren nach Anspruch 2, 

dadurch gekennseichnet, 
daB man Festphasen-gebundene Antikorper verwendet. 

4. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung der Peptidmlschungen von HHC^-Molekti- 
len und sonstigen Proteinbestandteilen chromatographisch 
erfolgt* 

5* Verfahren nach Anspruch 4, 

dadurch gekennze 1 c h n e t , 

daB die Abtrennung iiber Reverse Phase-HPLC erfolgt. 

6« Verfahren nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die Abtrennung in einem Trifluoressig8aure/H2 0-Tri- 
f luoressigsMure/Acetonitril-Gradienten erfolgt • 

7. Peptidmotiv, erhaltlich durch ein Verfahren nach einem 
der Anspriiche 1 bis 6 • 

8. Verwendung eines Peptidmotivs nach Anspruch 7 bei einem 
Verfahren zur Berstellung eines diagnostischen oder 
therapeutischen Mittels. 

9. Verwendung nach Anspruch 8 ftir den diagnostischen Nach- 
weis von MBC-Nolekiilen • 

10. Verwendung nach Anspruch 9, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB man ein Peptid, das einem Peptidmol:iv entspricht, 
mit einer Markierungsgruppe, insbesondere einer Biotin-- 
Oder einer Fluoreszenzgruppe koppelt« 
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11. Verwendung nach Anspruch 9 fflr die Therapie von Storun- 
gen des Immunsystems oder von Tumorerkrankungen . 

12. Verwendung nach Anspruch 11 fQr die Therapie von Autoim- 
munkrankheiten, TransplantatabstoGungen oder/und Graft- 
versus-Bost-Reaktionen . 

13. Verwendung nach Anspruch 8 oder 12, 
dadurch gekennzeichnet, 
daB ein Peptid, das einero Peptidmotiv entspricht, K- 
oder/und C-terminal mit lipophilen bzw* asiphiphilen 
Gruppen, insbesondere auch lipophilen Peptid-Belices 
kovalent verkiipft wird. 

14. Verwendung nach Anspruch 13, 

dadurch gekennzeichnet, 
daB die lipophile bzw. amphiphile Gruppe Tripalmitoyl-S- 
glycerylcysteinyl-serylserin ist. 
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